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Milowym krokiem w zwalczaniu gruzli-
cy bydla i innych gatunkéw zwierzat
stala sie¢ mozliwos¢ przyzyciowego wykry-
wania zakazenia pratkiem Mycobacterium
bovis. Zakazenie bydla tym drobnoustro-
jem ma zwykle przebieg podkliniczny lub
przewlekly. Bydlo moze by¢ zakazone przez
dluzszy czas zanim pojawia sie objawy kli-
niczne lub zmiany gruZlicze, ale nawet po-
jawienie si¢ objawéw chorobowych nie jest
patognomoniczne dla gruzlicy. Przyzycio-
wa diagnostyka gruzlicy bydta musi wiec
opiera¢ sie na metodach pozwalajacych na
wczesne wykrycie zakazenia.
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Mycobacterium bovis jest drobnoustro-
jem wewnatrzkomérkowym namnazaja-
cym sie gtéwnie w makrofagach. W od-
powiedzi immunologicznej na zakazenie
bydta M. bovis decydujaca role odgrywa-
ja limfocyty T (1). Odpornos¢ komorko-
wa w przebiegu gruzlicy spetnia dwie funk-
cje — ochronna i wywolujaca przewlekle
zapalenie — prowadzace do powstawania
charakterystycznych dla tej choroby ziar-
niniakéw. Jedynie zaawansowany proces
gruzliczy charakteryzujacy sie rozlegly-
mi zmianami lub do$wiadczalne zakaze-
nie duzymi dawkami M. bovis prowadza

do pojawienia si¢ wysokiego miana prze-
ciwcial we krwi (2, 3). W zwiazku z tym
jedynie badania opierajace sie na ocenie
komoérkowej odpowiedzi immunologicz-
nej pozwalaja na wczesna identyfikacje
zakazonych zwierzat, a ich czulo$¢ jest
znacznie wigksza niz testoéw wykrywaja-
cych przeciwciata.

Unia Europejska do przyzyciowej dia-
gnostyki gruzlicy bydta zatwierdzita dwa
testy — Srédskorny test tuberkulinowy oraz
test immunoenzymatyczny stuzacy do wy-
krywania interferonu y (test gamma-inter-
feronowy) uwalnianego in vitro przez leu-
kocyty krwi po stymulacji tuberkuling (test
z uzyciem petnej krwi; 4).

W krajach, ktdre realizujg program zwal-
czania gruzlicy bydla rutynowym testem jest
$rédskérny test tuberkulinowy, nazywany
réwniez testem skornym. Test ten jest za-
lecany réwniez przez Swiatowa Organiza-
cje Zdrowia Zwierzat (OIE), jako przyzy-
ciowa metoda diagnostyczna gruzlicy bydla
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w handlu miedzynarodowym. Test $réd-
skorny sprawdzil sie w praktyce, ale wciaz
poszukuje sie nowych metod przyzyciowej
diagnostyki gruzlicy. Program zwalczania
gruzlicy bydfa opiera si¢ na regularnym
wykonywaniu testu skdrnego u wszystkich
zwierzat w kraju, eliminowaniu reagujacych
dodatnio oraz ograniczeniu obrotu zwierzat
ze stad zakazonych. Wiekszo$¢ krajéw euro-
pejskich jest wolna od gruZzlicy bydla. Ostat-
nio Polska réwniez zostala oficjalnie uznana
przez Unie Europejska za wolna od gruzlicy
bydta'. W niektdrych krajach na przeszko-
dzie uwolnienia od gruzlicy stoi rezerwu-
ar M. bovis w postaci zwierzat wolno zyja-
cych (5, 6).

Stosowanie przez lata Srédskérnego te-
stu tuberkulinowego ujawnilo, Ze moze on
dawac wyniki falszywie dodatnie lub fal-
szywie ujemne. To legto u podstaw opra-
cowania testu gamma-interferonowego,
jako préby uzupelniajacej srédskérny test
tuberkulinowy. Obie te metody stosowane
w diagnostyce przyzyciowej przyczynily sie
do zwiekszenia wykrywalnosci zakazonych
zwierzat, szczegblnie w ostatnim etapie
zwalczania gruzlicy bydla, zaréwno w przy-
padku niskiego, jak i wysokiego odsetka re-
akcji nieswoistych w tescie skérnym.

Inne metody diagnostyki przyzyciowej,
takie jak test ELISA do wykrywania prze-
ciwcial przeciwko M. bovis (7), test trans-
formacji limfocytéw, test fluorescencyjny
do wykrywania przeciwcial (8) i tzw. elek-
troniczny nos (,electronic nose”; 9) nie zna-
lazty praktycznego zastosowania.

Srédskorny test tuberkulinowy
(test skarny)

W wielu krajach uprzemystowionych wal-
ke z gruzlica bydlta rozpoczeto w XIX wie-
ku. Poczatkowo zwalczanie opieralo si¢ na
badaniu klinicznym i bakteriologicznym
mleka w stadach bydta mlecznego oraz do-
browolnym eliminowaniu chorych zwie-
rzat. W Wielkiej Brytanii narodowy pro-
gram zwalczania gruZzlicy, oparty na $réd-
skérnym tescie tuberkulinowym, usuwaniu
zwierzat reagujacych dodatnio i kontroli ob-
rotu zwierzetami zaczal obowiazywac do-
piero od 1950 r. Program ten byl realizo-
wany i stopniowo poszerzany na obszarach
o najwiekszej liczbie stad zbadanych dobro-
wolnie W pazdzierniku 1960 r. objeto nim
juz caly kraj. W latach siedemdziesiatych
ubieglego wieku osiagnieto historyczne mi-
nimum wystepowania przypadkéw gruzli-
cy bydla. Liczba eliminowanych zwierzat
reagujacych dodatnio w $rédskérnym te-
$cie tuberkulinowym podlegata znacznym
wahaniom. Na przyktad w 1961 r. wynosi-
fa 16 984, a w 1979 r. spadla do 633 zwie-
rzat. W tym samym okresie liczba reagen-
téw dodatnich we wszystkich badanych
stadach spadfa z 3,5 do 0,49%. Jednak w po-
tudniowej Anglii wystepowanie gruzlicy by-
dla bylo trzykrotnie wyzsze, co utrudnito
realizacje programu zwalczania. Zwraca-
no wéwczas uwage na borsuki (Meles me-
les) jako mozliwy rezerwuar pratka typu
bydlecego (10).

Srédskérny test tuberkulinowy jest mie-
dzynarodowym standardem przyzyciowe-
go rozpoznawania gruzlicy bydta w stadzie,
jak réwniez u poszczegdlnych zwierzat.
Oparty jest na wystepowaniu u zakazo-
nego zwierzecia miejscowej reakcji nad-
wrazliwo$ci péznej po §rédskérnej iniek-
¢ji tuberkuliny. Tuberkulina jest biatkiem
pochodzacym ze $ciany komérkowej prat-
kéw. Obecnosc¢ tego bialka przyczynia sie
do stymulacji limfocytéw T, ktére za po-
$rednictwem wydzielanych cytokin po-
woduja przede wszystkim naplyw komé-
rek jednojadrzastych — makrofagéw i lim-
focytéw oraz neutrofiléw. Robert Koch,
ktéry pierwszy uzyskat tuberkuling, bez
powodzenia stosowal jg jako szczepionke
przeciwko gruzlicy u ludzi. Dopiero péz-
niej zostala wykorzystana do diagnostyki
gruzlicy u ludzi i zwierzat.

Obecnie tuberkulina bydleca produko-
wana jest ze szczepu M. bovis AN5 izolo-
wanego w Anglii okolo 1948 r. i wyselek-
cjonowanego do optymalnego wzrostu in
vitro (11). Tuberkuline ptasig otrzymuje sie
ze szczepu M. avium subsp. avium, a ludz-
ka ze szczepu M. tuberculosis. Tuberkulina
wstrzyknieta §rodskoérnie zwierzeciu, kto-
re nie jest na nig uczulone, a wiec nie jest

! Stalo si¢ to na mocy decyzji Komisji 209/342/EC z 23 kwietnia 2009 r..

zakazone pratkami, nie powoduje powsta-
nia miejscowej odpowiedzi o cechach za-
palenia. Wstrzyknieta zwierzeciu, ktdre-
go uklad immunologiczny zostat uczulony
przez zakazenie M. bovis lub przez kontakt
z czynnikami zakaznymi majacymi antyge-
ny reagujace krzyzowo z antygenami prat-
kéw bydlecych, wywoluje miejscowq re-
akcje zapalna wyrazajaca sie obrzekiem,
najsilniejszym 48-72 godziny po iniekcji.
Pézna reakcja nadwrazliwosci na tuber-
kuline jest modulowana przez populacje
uczulonych limfocytéw T, a jej powstanie
wymaga odpowiedniego czasu od zakaze-
nia (najczesciej kilka tygodni).

Technika wykonania §rédskérnego testu
tuberkulinowego u bydta jest dobrze zna-
na lekarzom weterynarii i opisana w urze-
dowej instrukcji. Warto jednak przypo-
mnie¢, ze zasady tego testu dla bydta zosta-
ty oparte na tescie opracowanym w 1908 r.
przez francuskiego lekarza Charlesa Man-
toux do diagnostyki zakazen M. tubercu-
losis u ludzi (12).

Interpretacja wyniku obecnie wykony-
wanej tuberkulinizacji poréwnawczej zo-
stata oparta na obserwacji, ze w przebiegu
zakazenia M. bovis wystepuje silniejsza re-
akcja miejscowa na tuberkuline pratka by-
dlecego niz na tuberkuline pratka ptasiego.
Zakazenia pratkami niepatogennymi moga
réwniez prowadzi¢ do wystapienia dodat-
nich odczynéw nieswoistych (falszywie do-
datnich). Tak, wiec srédskérny test tuber-
kulinowy pozwala na réznicowanie zakazen
M. bovis i M. avium lub pratkami niepa-
togennymi (13). W USA, Kanadzie, Nowej
Zelandii i Australii tuberkuling wstrzykuje
sie do faldu ogonowego, a na kontynencie
europejskim w skore szyi. W niektérych
krajach w miejsce $rédskoérnego testu tu-
berkulinowego stopniowo wprowadza sie
test gamma-interferonowy (14, 15).

Wartos¢ diagnostyczna Srodskérnego
testu tuberkulinowego

Warto$¢ $rédskoérnego testu tuberkuli-
nowego zostala okreslona na podstawie
analizy statystycznej, czulosci i swoisto-
$ci u zwierzat zakazonych i niezakazonych.
Nalezy jednak pamietac, ze na diagnostyke
gruzlicy ma wplyw zaréwno okres choro-
by, jak i rozleglo$¢ zmian gruzliczych, wy-
stepowanie reakcji krzyzowych (nieswo-
istych) oraz inne réznorodne czynniki ze
strony zwierzecia (16). Przyczyny wyni-
kow falszywie ujemnych préby tuberkuli-
nowej zestawiono w tabeli 1.

Nowo zakazone zwierzeta na ogél nie
reaguja w §rodskérnym tescie tuberkuli-
nowym, bowiem nadwrazliwo$¢ na tuber-
kuline u bydta pojawia sie zwykle dopiero
pomiedzy 1 a 9 tygodniem po zakazeniu
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M. bovis, w zaleznoéci od osobniczych cech
zwierzecia i okoliczno$ci wykonania testu.
Jednak u wiekszo$ci zwierzat test ten jest
dodatni pomiedzy 3 a 6 tygodniem po za-
kazeniu (17). Przeprowadzone w ostatnich
latach badania na cieletach zakazonych do-
nosowo M. bovis wykazaly, ze zwierzeta re-
agowaly na §rédskérnie podana tuberkuli-
ne po 3 tygodniach od zakazenia. Sposréd
20 cielat poddanych tuberkulinizacji przed
i po zakazeniu, u 19 wynik $rédskérnego
testu tuberkulinowego byl dodatni réwniez
wtedy, kiedy poddawano je ponownej tu-
berkulinizacji po 4, 6, 7, 8 lub 9 tygodniach.
Tylko jedno ciele z grupy doswiadczalnej
pozostalo ujemne po 4 tygodniach (dodat-
ni odczyn tuberkulinowy wystapil dopie-
ro po 63 dniach). W innych doswiadcze-
niach stwierdzono brak korelacji pomiedzy
dawka zakazenia a czasem rozwoju reakcji
$rédskornej na tuberkuline (18). Wykaza-
no natomiast, ze wystepuje zwiazek pomie-
dzy wielkoscig reakcji skérnej a rozleglo-
$cig zmian patologicznych stwierdzanych
w badaniu po$miertnym (19).

Zjawisko anergii czyli braku reaktywno-
$ci moze wystapi¢ w przypadku zaawanso-
wanej gruzlicy i jest dobrze znane lekarzom
praktykom. Takze po porodzie, w ciggu 4 do
6 tygodni, u krowy chorej na gruzlice wy-
nik testu tuberkulinowego moze by¢ ujem-
ny. Podanie glikokortykosteroidéw zwierze-
tom zakazonym M. bovis réwniez zmniejsza
reakcje tuberkulinowa. U zwierzat jedno-
cze$nie zakazonych M. bovis i np. immuno-
supresyjnie dzialajacym wirusem biegunki
bydla (BVD) stwierdza sie powazne upo-
$ledzenie aktywnosci limfocytéw i makro-
fagéw. Konsekwencja tego moze by¢ okre-
sowo ujemny wynik tuberkulinizacji (20).
Takze stany niedoboréw pokarmowych
przyczyniaja sie do ostabienia komdrkowej
odpowiedzi immunologicznej (13).

Srédskérne wstrzykniecie tuberkuliny
powoduje, ze u zakazonej krowy reakcja
skérna po powtérnym jej podaniu przez
pewien czas jest stabsza. Fenomen ten jest
znany jako tzw. desensytyzacja, czyli odczu-
lenie, i moze uniemozliwi¢ identyfikacje na-
turalnie zakazonego bydta jako rezerwuaru
zarazka. Ten negatywny efekt jest najsilniej-
szy w ciggu tygodnia po pierwszej iniekcji
tuberkuliny (21). Nadwrazliwo$¢ skéry na
tuberkuline pojawia sie ponownie po okolo
60 dniach. Dlatego przyjeto, ze przerwa po-
miedzy poszczegdlnymi tuberkulinizacjami
powinna wynosi¢ przynajmniej 42 dni. Nie-
ktorzy autorzy zwracaja uwage, Ze czeste tu-
berkulinizacje przeprowadzane w stadach,
gdzie wystepuja przewlekle zakazone zwie-
rzeta, nie maja znaczacego dzialania odczu-
lajacego (22). Niedawno wykonane badania
na cieletach z powtarzanym testem skor-
nym przed i po eksperymentalnym zaka-
zeniu M. bovis réwniez nie wykazaly istot-
nych zmian w czulosci testu (23).
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Tabela 1. Przyczyny wynikdw fatszywie ujemnych w tescie tuberkulinowym bydta

Przyczyny ze strony zwierzat poddanych tuberkulinizacji

Doszto do odczulenia (desensytyzacii), jezeli kolejna tuberkulinizacja jest wykonywana w zbyt krotkim czasie

po poprzedniej

Jeszcze nie doszto do rozwoju nadwrazliwosci - test wykonany zbyt weze$nie po zakazeniu (wczesna faza choroby)

Stan anergii zwigzany z uogéInionym procesem gruzliczym

Jednoczesne zakazenie pratkami Srodowiskowymi (np. M. avium-intracellulare complex) prowadzace

do nadwrazliwo$ci na tuberkuline ptasig*

Szczepienie przeciwko M. avium subsp. paratuberculosis*

Zakazenia wirusami immunosupresyjnymi, np. wirusem wirusowej biegunki bydta (BVDV) lub bydlecym

wirusem niedoboru odpornosci (BIV)

Leki (np. kortykosteroidy)

Immunosupresja poporodowa

Nieprawidtowe zywienie lub stres transportowy (?)

Struktura molekularna szczepu M. bovis wywotujgcego zakazenie (?)

Czynniki zwiazane z tuberkuling

Uptyneta data waznosci tuberkuliny

Tuberkulina niewtasciwie przechowywana (np. narazenie na dziatanie promieni stonecznych lub wysoka

temperature)

Btedy w produkcji tuberkuliny (np. niewtasciwy szczep lub btedna standaryzacja)

Czynniki zwiazane z technika zabiegu lub odczytem

Wstrzyknigcie zbyt matej dawki tuberkuliny

Podanie podskérne zamiast Srodskérne

Iniekcja po niewtasciwej stronie szyi (kilkakrotne uktucia)

Zbyt wezesny lub zbyt péZny odczyt (tolerancja + 4-6 h)

Btad w odczycie

Btad w identyfikacji zwierzecia

Doktadno$¢ badajacego

" przyczyny te moga réwniez wywotywac odczyny fatszywie dodatnie

Bledy lekarza weterynarii wykonujace-
go tuberkulinizacje moga réwniez wply-
wac na jej wynik. Niewlasciwe wstrzyknie-
cie tuberkuliny, zbyt mata jej dawka, zbyt
wczesny lub pézny odczyt moga by¢ powo-
dem uzyskania wyniku falszywie ujemne-
go. Reakcja tuberkulinowa przy zakazeniu
M. bovis moze by¢ maskowana przez wcze-
$niejsze zakazenie M. avium. Woéwczas re-
akcja na tuberkuline ptasig jest silniejsza
(24). W rejonach czestszego wystepowa-
nia zakazen M. avium czy tez M. avium
subsp. paratuberculosis moze to kompli-
kowa¢ diagnostyke przyzyciowa. W takiej
sytuacji mozna nie bra¢ pod uwage reak-
¢ji na tuberkuline ptasia lub stosowac je-
dynie tuberkuline bydleca. Innym rozwig-
zaniem jest zastosowanie testu gamma-in-
terferonowego, ktéry utatwia identyfikacje
zwierzat zakazonych M. bovis.

Ograniczona swoistos¢ $rédskérne-
go testu tuberkulinowego prowadzi zwy-
kle do uzyskania wynikéw falszywie do-
datnich, okreélanych czesto jako odczyny
nieswoiste. Reakcje falszywie dodatnie sa
najczesciej spowodowane réznymi czyn-
nikami zakaznymi. Nieswoiste reakcje
nadwrazliwosci skérnej na tuberkuline
u bydla zostaly opisane po naturalnych

i do$wiadczalnych zakazeniach lub po
szczepieniach z uzyciem drobnoustro-
jow, ktorych biatka wykazuja podobien-
stwo do tuberkuliny bydlecej PPD. Reak-
cja na tuberkuline bydleca jest jednak sil-
niejsza u bydla zakazonego M. bovis lub M.
tuberculosis (24). W przysztosci odczyny
nieswoiste beda eliminowane przez zastg-
pienie bydlecej tuberkuliny PPD oczyszczo-
nymi antygenami M. bovis (25).

Wszystkie zwierzeta, u ktérych odczyta-
no dodatni wynik tuberkulinizacji powinny
by¢ poddane badaniu poubojowemu, kt6-
re w wiekszosci przypadkow (63,2—100%,
$rednio 83%) potwierdza ten wynik. Wyda-
je sie, ze srodskorny test tuberkulinowy po
wstrzyknieciu tuberkuliny do faldu szyjne-
go jest bardziej czuly, ale mniej swoisty niz
po jej podaniu do faldu ogonowego.

Znaczenie podklinicznych zakazen
pratkiem bydlecym u zwierzat
reagujacych dodatnio w srodskornym
tescie tuberkulinowym

W Wielkiej Brytanii, Irlandii i innych kra-
jach okoto 50 do 80% bydla reagujace-
go dodatnio w tescie skornym nie wyka-
zuje zmian w badaniu poubojowym i nie
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wzrost liczby bakterii

nasilenie zmian patologicznych

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy zwiazek miedzy odpowiedzig immunologiczna a wynikami testow

diagnostycznych w gruZlicy (28)

izoluje sie tez od tych zwierzat M. bovis

(26). Przyczynia si¢ to do zmniejszenia za-

ufania zaréwno do $rédskoérnego testu tu-

berkulinowego, jak i testu gamma-interfe-
ronowego. Wielu autoréw zwraca uwage,
ze badanie poubojowe oraz standardowe
badanie bakteriologiczne sa znacznie mniej
czule niz testy immunologiczne, ktére cze-
sto pozwalaja na wykrycie zakazenia pod-

klinicznego (27, 28).

Powaznym uchybieniem jest uznawa-
nie zwierzat z dodatnimi wynikami testu
tuberkulinowego, ale bez objawéw klinicz-
nych i z uyjemnymi wynikami badan bak-
teriologicznych, za wykazujace wynik fat-
szywie dodatni.

Reakcja dodatnia bez objawéw klinicz-
nych moze wskazywac na to, ze:

— zwierzeta sg we wczesnym okresie za-
kazenia M. bovis, a zmiany chorobowe
sa tak mate lub tak ograniczone, ze sa
niezauwazalne, nawet w badaniu po-
$miertnym;

— uzwierzat wystepuje zakazenie latent-
ne, bez objawéw, ale z okresowym siew-
stwem M. bovis;

— zwierzeta sa niezakazone, ale na sku-
tek narazenia na antygeny srodowisko-
wych pratkéw niepatogennych, reagu-
ja dodatnio na tuberkuline bydleca lub
inne antygeny uzywane w diagnostyce
przyzyciowe;j.

Tak wiec falszywie dodatnie wyniki
u zwierzat, niewykazujacych objawdw kli-
nicznych, nie $wiadcza o malej swoisto-
$ci §rédskornego testu tuberkulinowego.
Natomiast wielu autoréw zwraca uwage
na zbyt malg czulo$¢ tuberkulinizacji po-
réownawczej. Test ten jest zwykle opisy-
wany jako skuteczny w rozpoznaniu cho-
roby w stadzie, ale jako mniej dokladny
w rozpoznaniu zakazenia u poszczegdl-
nych zwierzat.

Test gamma-interferonowy

Test ten polega na swoistej stymulacji tu-
berkuling PPD M. bovis leukocytéw krwi
obwodowej do syntezy interferonu gamma
(IFN-y). W tescie badana jest pelna krew.
Zostal on opracowany w Australii w la-
tach 80. ubieglego wieku i jest tam obec-
nie stosowany do diagnostyki gruzlicy by-
dta w potaczeniu ze §rédskérnym testem
tuberkulinowym (29, 30). W 1991 r. meto-
da zostala uznana za oficjalny test diagno-
styczny na terenie Australii, a w péZnych
latach 90. stala sie oficjalnym testem do
diagnostyki gruzlicy bydta réwniez w No-
wej Zelandii (31).

Test przeprowadza sie in vitro. Krew na-
lezy pobrac na heparyne i jak najszybciej
dostarczy¢ do laboratorium. Test powinien
by¢ wykonany w ciagu 28 godzin od pobra-
nia krwi, najlepiej w ciagu 8 godzin. Préb-
ki pelnej krwi sa inkubowane w obecno-
$ci tuberkuliny PPD bydlecej, tuberkuliny
ptasiej oraz antygenu kontrolnego (ujem-
nego; 14, 15). Po 16—24 godzinach inkuba-
cji w temp. 37°C supernatant (osocze) jest
oddzielany i przechowywany do drugiego
etapu testu. Probki osocza mozna zamra-
zaé i przechowywacé w —20°C. W drugim
etapie testem ELISA oznaczana jest kon-
centracja IFN-y w prébkach.

Interferon gamma (IFN-y) jest cytoki-
ng uwalniang gltéwnie przez limfocyty T
po stymulacji antygenowej. Interferon ten
odgrywa istotna role w odpowiedzi immu-
nologicznej na zakazenie pratkiem gruz-
licy. Jest gléwnym czynnikiem aktywuja-
cym makrofagi. Podobnie jak w §rédskér-
nym tescie tuberkulinowym, zasada testu
gamma-interferonowego jest ocena odpor-
nosci komoérkowej gospodarza, bedacej od-
powiedzig na zakazenie M. bovis (25). Juz
od 1 do 4 tygodni po zakazeniu M. bovis

limfocyty T krwi obwodowej bydia uwal-
niaja mierzalne iloéci IFN-y w odpowie-
dzi na stymulacje tuberkuling bydleca. Je-
$li natomiast zwierze zostalo zakazone M.
avium lub innymi pratkami srodowisko-
wymi, wéwczas uwalnianie IFN-y bedzie
wieksze w obecnosci tuberkuliny ptasiej.
Na zakazenie M. bovis wskazuje silniejsza
stymulacja produkcji interferonu w obec-
nosci tuberkuliny bydlecej niz w obec-
nosci tuberkuliny ptasiej i antygenu kon-
trolnego. Okreslana testem ELISA ilos¢
IFN-y jest wyrazana w jednostkach gesto-
$ci optycznej (30).

Test gamma-interferonowy jest dostep-
ny komercyjnie jako Bovigam® (Prionics).
Ten sam test jest uzywany w diagnosty-
ce przyzyciowej gruzlicy kéz, owiec (32),
bawotéw afrykanskich (33) i moze by¢
stosowany u innych gatunkéw z rodzi-
ny Bovidae. Bovigam® nie jest stosowany
u innych ssakéw. Nalezy jednak zwréci¢
uwage, ze podobny test z zastosowaniem
przeciwcial monoklonalnych jest stoso-
wany w diagnostyce przyzyciowej gruz-
licy u ludzi (QuantiFERON’ — TB, Celle-
stis Ltd, Australia; 34, 35), naczelnych i je-
leniowatych. Podobny test opracowano do
wykrywania IFN-y w limfocytach i pelnej
krwi borsukéw zakazonych M. bovis. Wy-
maga on jednak dalszej standaryzacji (wa-
lidacji i oceny).

Wartos$¢ diagnostyczna testu gamma-
interferonowego

Test Bovigam® byt oceniany w kilku krajach
miedzy innymi w Australii, Brazylii, Etio-
pii, Wielkiej Brytanii, Irlandii, Wtoszech,
Nowej Zelandii, Hiszpanii i USA (36). Czu-
os¢ badanego testu wahala si¢ od 73,0 do
100%, ze érednig wartoécia 87,6%. Sred-
nia swoisto$¢ testu wynosita 96,6%, z wa-
haniem od 85,0 do 99,6%. Na wynik te-
stu ma wplyw szereg czynnikéw. Naleza
do nich: populacja bydta, w ktérej prowa-
dzona jest ocena, rézne kryteria odczytu,
seria i producent tuberkuliny.

Powszechnie uwaza sie, ze czulo$¢ te-
stu wykrywajacego interferon-gamma jest
zblizona do czulo$ci $rédskérnego testu
tuberkulinowego. Test ten wykrywa jed-
nak pewna liczbe zakazonych zwierzat,
ktérych nie wykryto w tescie tuberkuli-
nowym (25). Wynika to z obecnosci IFN-y
we krwi zwierzat we wczesnym okresie za-
kazenia pratkami. Nalezy jednak podkre-
§li¢, ze wyniki obydwu testow réznia sie
nieznacznie.

Tak wiec wynik ujemny $rédskérnego
testu tuberkulinowego u krowy z wyni-
kiem dodatnim testu Bovigam® nie moze
by¢ podstawa uznania jej za zakazona.
Prawdopodobnie wynik nastepnej tuber-
kulinizacji takiej krowy bedzie dodatni.
Okres miedzy zakazeniem a dodatnim

Zycie Weterynaryjne * 2009  84(6)



wynikiem testu Bovigam jest w duzym
stopniu niezalezny od dawki zakazajacej
M. bovis (18). Na wyniki obydwu testéow
moze mie¢ wplyw supresja odpowiedzi
immunologicznej typu komdrkowego na
tuberkuling (anergia).

Zalety testu gamma-interferonowego

— Czulo$¢ testu jest zblizona do czulo-
$ci pojedynczej tuberkulinizacji i nie-
co wyzsza w stosunku do tuberkulini-
zacji poréwnawczej.

— Czas od zakazenia niezbedny do wykry-
cia IFN-y jest krotki i wynosi od 1 do
5 tygodni. Test wykrywa zakazenie po
3 do 6 tygodni od wnikniecia pratkéw).

— Test moze by¢ powtérzony po krétkim
czasie, bowiem nie wplywa na uklad od-
porno$ciowy. Pozwala to na jego kolej-
ne wykonanie, jeszcze przed wyznaczo-
nym terminem tuberkulinizacji. W tym
kontekscie nalezy podkresli¢, ze tuber-
kulinizacja, ktéra wykonywanoby przed
pobraniem krwi do testu gamma-inter-
feronowego, mogtaby wptynac na jego
wynik.

— Nie wymaga, jak test tuberkulinowy,
ponownego przyjazdu do zwierzecia.

— Pozwala w pelni na obiektywna in-
terpretacje wyniku. Wynik wyrazany
jest w jednostkach gestosci optycznej
(OD).

— Eliminuje wiele praktycznych proble-
moéw towarzyszacych tuberkulinizacji
(np. trudnoséci wykonania testu, bledy
przy jej wykonaniu, oszustwo), prowa-
dzacych do niewykrycia zakazenia.

— Umozliwia odréznienia zakazenia M. bo-
vis od skutkéw szczepienia M. bovis —
BCG.

Wady testu gamma-interferonowego

— Pewna niewielka liczba kréw zakazo-
nych M. bovis reagujacych dodatnio
w $rédskérnym tescie tuberkulinowym
nie jest wykrywana w tescie gamma-in-
terferonowym (27).

— Milode niezakazone bydlo reaguje nie-
swoiscie. Jest to prawdopodobnie spo-
wodowane tym, ze ich komoérki NK
krwi obwodowej wytwarzaja IFN-y pod
wplywem stymulacji in vitro antygena-
mi pratkéw gruzlicy (37, 41).

— Trudnosci zwigzane z utrzymaniem pré-
bek krwi w oborze w temp. 10-26°C,
a takze nieprzeprowadzenie inkubacji
z antygenem w ciagu kilku godzin po po-
braniu prébek krwi, moga znaczaco ob-
niza¢ czulo$¢ testu (38, 39, 40, 42, 43).
Niektére czynniki immunosupresji

odpornosci komérkowej i czutosé te-

stu skérnego moga takze mie¢ wplyw
na wynik testu gamma-interferonowe-

go (tab.1; 24).
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Wplyw srodskornego testu
tuberkulinowego na wynik testu
gamma-interferonowego

Jak juz wspomniano, stwierdzono wplyw
uprzednio wykonanej tuberkulinizacji na
wynik testu gamma-interferonowego. Ob-
serwowano stopniowy wzrost wartosci ge-
sto$ci optycznej pomiedzy 7 i 59 dniem
po tuberkulinizacji. Wielokrotnie jednak
uzyskiwano sprzeczne wyniki, ktére byly
konsekwencja prowadzenia badan w réz-
nych warunkach $rodowiskowych i na réz-
nym materiale zwierzecym (14). Bada-
cze oceniali Bovigam® u naturalnie zaka-
zonych kréw pomiedzy 8 a 28 dniem po
tuberkulinizacji. Stwierdzili, ze test Bo-
vigam® moze by¢ stosowany bezpiecznie
po 8 dniach od odczytu tuberkulinizacji.
Wiyniki te staly si¢ podstawa protokotu
do badan w Nowej Zelandii, wedlug kté-
rego krew do testu Bovigam® pobiera sie
od 13 dnia po tuberkulinizacji. W USA
wprowadzono mozliwo$¢ wykonania te-
stu Bovigam® od 3 dnia po tuberkuliniza-
cji. W Wielkiej Brytanii u cielat zakazo-
nych duzymi dawkami M. bovis wykaza-
no znaczace obnizenie koncentracji IFN-y
w 3 dni po tuberkulinizacji poréwnaw-
czej. Mimo to nie stwierdzono wplywu
tuberkuliny bydlecej i ptasiej na wyniki
testu (38). W innych badaniach na ciele-
tach wykazano przej$ciowy wzrost kon-
centracji IFN-y w reakcji na tuberkuline
ptasia w tydzien po tuberkulinizacji. Se-
lektywne pobudzenie w reakcji na tuber-
kuline ptasia moze maskowac zakaze-
nia M. bovis.

Podsumowujac wplyw tuberkulinizacji
zakazonych zwierzat na poziom interfero-
nu we krwi, nalezy stwierdzi¢, ze:

— tuberkulinizacja u kréw zakazonych
M. bovis moze stymulowa¢ pojawienie
sie IFN-y we krwi;

— tuberkulinizacja poréwnawcza nie wply-
wa znaczaco na stymulacje wytwarza-
nia IFN-y;

— krew do badan w tescie Bovigam® moze
by¢ pobrana najwczesniej w 3 dni po tu-
berkulinizacji i po 7 dniach od tuberku-
linizacji poréwnawcze;j.

Zastosowanie testu Bovigam®
w praktyce

Swoisto$¢ testu Bovigam® z tuberkulina
PPD wynosi 96,6%. Jest wiec tylko nie-
znacznie nizsza od swoistosci tuberkulini-
zacji poréwnawczej, ktéra wynosi 99,5%.
W krajach lub regionach o niskim odsetku
zakazen jego zastosowanie moze prowadzi¢
do eliminacji stosunkowo wysokiej liczby
zwierzat niezakazonych (39). Jest to gtéw-
ny argument przeciwko masowemu stoso-
waniu testu Bovigam® w badaniach przesie-
wowych. Ponadto koszty jego stosowania
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Prace pogladowe

sa nieco wyzsze od ponoszonych na tu-
berkulinizacje. Zdarza si¢ réwniez, ze nie
potwierdza zakazen wykrytych tuberkuli-
nowym testem §rédskérnym. Najbardziej
wskazane jest jego rownolegle stosowanie
ze §rédskérnym testem tuberkulinowym,
zwlaszcza w przypadku niezrozumiatego
wzrostu liczby zakazen lub utrzymujacego
sie zakazenia stada mimo prowadzonej tu-
berkulinizacji (25, 40). Zastosowanie oby-
dwu testéw moze podnies$¢ diagnostyczna
czulo$¢ nawet o 20% w stosunku do po-
jedynczej tuberkulinizacji i prowadzi do
usuniecia wiekszej liczby zwierzat z zaka-
zonego stada. W USA test gamma-interfe-
ronowy jest zatwierdzony od 2001 r. jako
metoda uzupelniajaca diagnostyke gruzlicy
bydta. Obecnie test ten moze by¢ stosowa-
ny do potwierdzenia statusu stada wolnego,
po wykonaniu kilku tuberkulinizacji, jako
alternatywa w stosunku do tuberkuliniza-
cji poréwnawcze;j. Jest takze dopuszczony
jako test réwnolegly z pojedyncza tuber-
kulinizacja w stadach zakazonych. W No-
wej Zelandii jest dopuszczony do stosowa-
nia u bydla, jako uzupelniajacy test tuber-
kulinowy, zaréwno u zwierzat reagujacych
w tescie skornym, jak réwniez réwnolegle
u zwierzat reagujacych ujemnie w stadach
zakazonych. Test ten jest uzywany takze
przy przerzutach zwierzat ze stad zaka-
zonych do wolnych, w ktérych uzywany
jest tylko $rédskérny test tuberkulinowy.
W Nowej Zelandii w latach 2004/2005 test
gamma-interferonowy wykonano u okoto
6500 zwierzat reagujacych dodatnio w tu-
berkulinizacji i okolo 18 200 reagujacych
ujemnie, co stanowilo okolo 0,5% ogétu by-
dta badanego w tym okresie. Do réwnole-
glego badania jest uzywany standardowy
test Bovigam, podczas gdy do ponowne-
go badania zwierzat reagujacych dodatnio
w odczynie tuberkulinizacji uzywany jest
standardowy test Bovigam® lub jego wer-
sja zmodyfikowana ze zwigkszona swo-
istoscia (15). W lipcu 2002 r. test gamma-
interferonowy zostal formalnie uznany
w Unii Europejskiej jako réwnolegly uzu-
pelniajacy, umozliwiajacy wykrycie naj-
wiekszej liczby zwierzat zakazonych. Test
ten jest obecnie stosowany jako standar-
dowy w krajach Unii Europejskiej, w kto-
rych endemicznie wystepuje gruzlica by-
dla, np. w Irlandii (7000 badan rocznie),
we Wtoszech, w Hiszpanii i Wielkiej Bry-
tanii (13 900 badari w 2005 r.).

Diagnostyka serologiczna

Gruzlica bydta jest chorobg, w ktérej utrzy-
muje si¢ pewna réwnowaga pomiedzy
odpornos$cia komérkowa i humoralng.
U zwierzat anergicznych moze by¢ przy-
datna diagnostyka serologiczna polegaja-
ca na wykrywaniu przeciwcial (42). Za-
stosowanie znajduje gléwnie test ELISA,

ktdry ciagle jest doskonalony. Metody se-
rologiczne moga by¢ zalecane jako alter-
natywne w stosunku do tuberkulinizacji
czy testu interferonowego.

Inne testy diagnostyczne

Podstawe diagnostyki gruzlicy u bydta
stanowi nadal izolacja pratka z materiatu
uzyskanego od zwierzat oraz ze §rodowi-
ska. Coraz cze$ciej zastosowanie znajdu-
ja réwniez metody molekularne. Obecnie
dostepne sa zestawy komercyjne PCR (do
reakeji faricuchowej polimerazy) do dia-
gnostyki gruzlicy ptuc u ludzi (43). Wpro-
wadzono réwnie test PCR do identyfika-
¢ji M. bovis w materiale od zwierzat (44).
Umozliwia on badanie prébek uzyskanych
przyzyciowo, a takze monitorowanie $ro-
dowiska. Falszywie ujemne wyniki uzyski-
wane przy zastosowaniu tej metody wyni-
kaja prawdopodobnie ze zbyt malej liczby
bakterii w materiale lub obecnosci w nim
inhibitoréw. Wydaje sie, Ze metoda ta be-
dzie przydatna do diagnozowania zakazen
we wczesnych stadiach rozwoju.

Przyszlos¢ diagnostyki laboratoryjnej
upatrywana jest w uzyskaniu swoistych
i syntetycznych antygenéw jako alterna-
tywnych w stosunku do tuberkuliny PPD.
Poznanie sekwencji gendéw M. tuberculo-
sis, M. bovis i M. bovis BCG stwarza moz-
liwos$¢ podniesienia czulosci i swoistosci
testu gamma-interferonowego.
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